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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betriffl ein vereinfachles und schnelles Verfahren zur Isolierung von Nukle- 
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bracht wird. 



Patent # WO 03/040364 fhttp://wvwv.getthepatentxom/Logi^^ 2 of 29 

» 

WO 03/040364 PCT7EP02/12384 

1 

Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein vereinfachtes und schnelles Verfahren zur 
Isolierung von Nukleinsauren insbesondere Plasmid DNA aus E. coli. 

Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus komplexen Ausgangsmaterialien sind 
an sich aus dem Stand der Technik bekannt und beinhalten im ersten Schritt die Lyse 
des biologischen Materials unter Verwendung eines Detergenz. Dabei wird dieser erste 
Schritt in Gegenwart von Enzymen durchgefuhrt, die fur den Proteinabbau erforderlich 
sind. 

In einem zweiten Schritt folgt im allgemeinen eine Extraktion der Nukleinsauren mit 
geeigneten organischen LOsungsmitteln - wie z.B. Phenol und/oder Chloroform. 
Diesem Schritt folgt im allgemeinen eine Failung der Nukleinsauren mit Ethanol und 
die Dialyse der Nukleinsauren. - So ist aus dem Stand der Technik u.a. ein Verfahren 
bekannt, in dem Plasmid-DNA verschiedenen Extraktions- und Detergens- 
Behandlungen unterzogen wird, urn die Zellen zu lysieren, aus denen dann die 
Plasmid-Nukleinsaure erhalten wird und urn Zellbestandteile und auch anderes 
Nukleinsaurematerial zu entfemen. Die reine Plasmid-DNA wird in einem 
abschlieftenden Schritt an Glaspulver in Abwesenheit einer chaotropen Substanz 
gebunden [MA Marko et al. f Analytical Biochemistry 121, 382-387, 1982]. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren - wie z.B. die Isolierung von 
doppelstrangiger DNA - sind allerdings sehr arbeits- und zeitaufwendig. Die 
verhaltnismafiig grofie Anzahl von Schritten, die erforderlich sind, urn Nukleinsauren 
aus derartigen Ausgangsmaterialien zu isolieren, vergroliern das Risiko der 
Kontamination bei der gleichzeitigen Bearbeitung verschiedener Proben. - Dieser 
Sachverhalt stellt insbesondere bei der Bearbeitung von klinischem Probenmaterial ein 
kaum kalkulierbares Risiko dar. Wenn die Nukleinsaure fur einen anschliedenden 
Nachweis auf Anwesenheit von Nukleinsaure, z.B. eines Krankheitserregers (z.B. ein 
Virus oder eines Bakteriums) mit dem Nukleinsaureamplifikationsverfahren, zum 
Beispiel mittels Polymerase-Kettenreaktion [PCR, Saiki et al., Science 230, 1985 1350] 
isoliert werden soli, dann ist dieses Risiko einer Kontamination mit fremder 
Nukleinsaure auf gar keinen Fall tolerierbar. 
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Des weiteren sind alternative Verfahren aus dem Stand der Technik bekannt, die 
jedoch ebenfalls mit dem Risiko der Probenkontamination behaftet sind. 

So ist aus dem Stand der Technik ein Verfahren zur Isolierung von Gesamt-RNA aus 
Geweben und Zellkulturen bekannt [Analytical Biochemistry 162, 1987, 156]. GemafJ 
diesem Verfahren wird die RNA in einer einzigen Guanidiniumthiocyanat-Phenol- 
Chloroform-Mischung dem biologischen Ausgangsmaterial entzogen. Nach der 
Phasentrennung kann die RNA in einem brauchbaren Zustand innerhalb von 4 Stunden 
durch weiteres Verarbeiten der wasserigen Phase gewonnen werden. 

Des weiteren ist aus dem Stand der Technik ein Verfahren zur Isolierung von DNA aus 
Geweben und Zelllinien beschrieben, bei dem die Zellen in einem Guanidinium-Hpl 
enthaltendem Puffer dispergiert und in Ethanol gefallt werden [Analytical Biochemistry 
162 . 1987, 463]. Von diesem Verfahren ist bekannt, dass es fur Kontaminationen 
anfailig ist, jedoch kann ein brauchbares NA-Produkt innerhalb weniger Stunden nach 
Bearbeitung der abgetrennten DNA isoliert werden. 

Speziell im Hinblick auf Verfahren zur Isolierung von Plasmid-DNA mittels einer 
Plasmid-Matrix kann festgehalten werden, dass derartige Verfahren meist auf einer 
alkalischen Lyse basieren (Resuspension, alkalische Lyse, Neutralisation), wobei der 
Neutralisationspuffer chaotrope Salze zur Einstellung der Bedingungen zur Bindung der 
DNA an die Silica-Matrix enthait. Der Nachteil dieser aus dem Stand der Technik 
bekannten Verfahren wird durch einen voluminOsen Niederschlag verkOrpert, der zur 
Folge hat, dass das Lysat in einem weiteren sehr zeitaufwendigen Schritt (z.B. 
Zentrifugation oder Filtration ) geklart werden muss, bevor es mit der Matrix in Kontakt 
gebracht werden kann. 

Das so gekiarte Lysat wird dann in eine Saule OberfDhrt und dann unter Anlegen eines 
Vakuums oder auf dem Wege der Zentrifugation durch die Silica-Membran prozessiert. 

Zur Abtrennung von Verunreinigungen wird die Membran mit einem alkoholgehaltigen 
Puffer gewaschen und im Rahmen einer daran anschliefienden Zentrifugations- 
A/akuumbehandlung von Alkoholresten befreit. Zuletzt wird die Nukleinsaure (DNA) mit 
einem sog. Niedrigsalzpuffer (z.B. 10 mM Tris-HCI , pH 8,5) eluiert. 
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Das gmndlegende Prinzip dieser Verfahrensweise wird u.a. in der Europaischen 
Patentanmeldung Nr. 90 200 678.2 bzw. von R. Boom et. al. [R. Boom et al. J. Clin. 
Microbiol, 28 (3) (1990) 495] offenbart. 

Die vorliegende Erfindung stellt sich daher die Aufgabe, die Nachteile der aus dem 
Stand der Technik bekannten Verfahren zu uberwinden und insbesondere ein 
Verfahren zur Verfugung zu stellen, das ohne die zeitaufwendige Kiarung des Lysats 
auskommt. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren zur 
VerfUgung zu stellen, das weitestgehend ohne Substanzen auskommt, die als .reizend" 
Oder gar als gesundheitsschadlich angesehen werden. 

Erfindungsgemaft werden diese Aufgaben dadurch gelOst, dass man nach der an sich 
bekannten alkalischen Lyse mit einem dafQr aus dem Stand der Technik bekannten 
Puffer (z.B. 200 rnM NaOH, 1% SDS) fur den nachfolgenden Neutralisierungsschritt 
einen Neutralisierungspuffer auf der Basis eines Salzes einer Carbonsaure verwendet. 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass sich durch die Anwendung des 
erfindungsgemafien Verfahrens auch die Ausbeute gegenuber den entsprechenden - 
aus dem Stand der Technik bekannten - Verfahren erhflhen lasst 

Als Carbonsauren im Sinne der Erfindung werden zunachst gesattigte aliphatische 
Monocarbonsauren, vorzugsweise C r C6-Alkylcarbonsauren verstanden, woainter 
Essigsaure, Propionsaure, n-Buttersaure, n-Valeriansaure, Isovaleriansaure, Ethyl- 
methyl-essigsaure (2-Methylbuttersaure), 2,2-Dimethylpropionsaure (Pivalinsaure), n- 
Hexansaure bevorzugt werden. Besonders bevorzugt werden Salze der Ameisensaure 
und/oder der Essigsaure eingesetzt. 

Als ungesattigte Alkenyl-carbonsauren im Sinne der Erfindung seien beispielsweise 
Acrylsaure (Propensaure), Methacrylsaure, Crotonsaure, /so-Crotonsaure sowie 
Vinylessigsaure genannt. 
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Daneben kOnnen gesattigte aliphatische C 2 -C 6 -Dicarbonsauren, wie zum Beispiel 
Oxalsaure, Malonsaure, Bersteinsaure, Glutarsaure und/oder Adipinsaure eingesetzt 
werden. 

Zur Losung der erfindungsgemafien Aufgaben eignen sich daneben aliphatische 
Hydroxi-di- und -tricarbonsauren, wonjnter (2R, 3R)-(+)-Weinsaure, (2S, 3S )-(-)- 
Weinsaure, oder meso-Weinsaure bevorzugt werden. 

Erfindungsgemafi werden insbesondere Salze der Alkalimetalle, Ammoniumsalze 
bzw. Salze Oder quartarer Amine eingesetzt. 

Besonders bevorzugt finden Lithium- Oder Natrium- Oder Ammoniumsalze (NH 4 + ) 
Verwendung. 

Daneben kOnnen Mischungen der beschriebenen Salze eingesetzt werden. 

Durch den Einsatz von wasserigen Losungen dieser Salze wird erfindungsgemafi eine 
Eintrubung des Lysats vermieden, womit sich der nachfolgende Klarungsschritt 
ertibrigt. 

Beispielhaft lauft das erfindungsgemalie Verfahren fur die Isolierung von DNA - aus E. 
coli- wie folgtab: 

Das aus der Bakterienkultur gewonnene Pellet wird zunachst in einem geeigneten 
Puffer resuspendiert. Derartige Puffer sind aus dem Stand der Technik bekannt und 
auch kommerziell erhaltlich. Ein geeigneter Puffer besteht aus einer wasserigen 
LOsung mit 50 mM Tris sowie 10 mM EDTA (pH 8,8). Der angegebene Puffer ist 
geeignet, urn Bakterien zu resuspendieren - es ist jedoch auch der Einsatz jedweder 
anderen Salze, bzw. Puffersysteme, die im Bereich eines physiologischen pH-Wertes 
puffern, mOglich. 

Auch die fur die anschliefiende Lyse einsetzbaren Puffer sind aus dem Stand der 
Technik bekannt und kommerziell erhaltlich. Ein geeigneter Puffer besteht aus einer 
200 mM Natriumhydroxid-LGsung enthaltend 1% SDS - auch in diesem Fall ist der 
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Einsatz anderer handelsublicher Puffer, die ggf. andere Detergenzien enthalten - wie 
z.B. Triton - mOglich. 

Nach der Lyse uber einen ausreichend langen Zeitraum erfolgt erfindungsgemaii die 
Zugabe einer wasserigen Losung eines Acetatsalzes, wie z.B. einer 3 M wasserigen 
Ammoniumacetatlfisung (pH 5,5). Hierbei ist auch der Einsatz von derivatisierten 
Acetaten - wie z.B. halogensubstituierter Acetate - mOglich. 

Nach der Zugabe Alkohols, vorzugsweise eines verzweigen Oder unverzweigten C<\ - C 3 
- Alkohols, besonders bevorzugt /so-Propanol wird die so erhaltene Mischung mit einer 
Silica-Matrix in Kontakt gebracht, wobei die DNA quantitativ gebunden werden kann. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaiien Verfahrens eignen sich daneben auch 
andere alkoholische Hydroxigruppen aufweisende Verbindungen, wie z.B 
Polyethylenglykole. Bevorzugt werden dabei Polyethylenglykole mit einem 
Molekulargewicht in einem Bereich von 2000 bis 10000, besonders bevorzugt mit 
einem Molekulargewicht in einem Bereich von 4000 bis 8000 eingesetzt. 

Die Abtrennung der Proteine erfolgt bei der Verwendung einer Silica-Membran als 
Matrix dadurch, dass der Anteil der in Losung befindlichen Proteine nicht an die Silica- 
Matrix bindet, wahrend ausgefailte Proteine irreversibel denaturiert sind und Proteine 
durch den Filtrationseffekt bei der Passage durch die Membran zurOckgehalten wird. 

Nach dem Durchleiten des Rohlysats durch die Silica-Matrix, wird - beispielsweise - 
die Membran mit einem Waschpuffer gewaschen. 

Geeignete Waschpuffer sind ebenfalls aus dem Stand der Technik bekannt und 
kommerziell erhaitlich. Die Anforderung die an geeignete Puffer zu stellen sind, 
bestehen lediglich darin, dass der Puffer gewahrleisten muss, dass die Nukleinsaure 
nicht von der Matrix abgeltJst wird. Allgemein genugt ein hoher Alkoholgehalt und 
optional leicht alkalischer pH, urn die Autoproteolyse der DNA zu verhindern. Auch 
Puffer, die chaotrope Verbindungen enthalten - wie z.B. PB (QIAGEN GmbH, Hilden, 
Bundesrepublik Deutschland) - sind geeignet, solange sie die oben erwahnten 
Bedingungen erfullen. 
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Nach dem Entfernen der Pufferruckstande - z.B. auf dem Wege der Zentrifugation 
erfolgt letztendlich die Elution der Nukleinsaure mittels eines geeigneten Elutionspuffer. 
Auch diese Elutionspuffer sind aus dem Stand der Technik in hinreichender Weise 
bekannt sowie kommerziell erhaitlich. Bevorzugt werden Puffer mit niedriger 
Salzkonzentration oder auch Wasser. 

Eriauterung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt das der densitometrischen Bestimmung zugrundeliegende Agarose-Gel aus 
Beispiel 2. 

Fig. 2 zeigt das der densitometrischen Bestimmung zugrundeliegende Agarose-Gel aus 
Beispiel 3 - es wurden jeweils gleiche Volumina der jeweiligen Preparation 1 
aufgetragen. 

Fig. 3 zeigt das der densitometrischen Bestimmung zugrundeliegende Agarose-Gel 
aus Beispiel 4. 

Fig. 4 zeigt die den densitometrischen Ausbeutebestimmungen zugrunde liegenden 
Agarose-Gele aus Beispiel 8. 

Reihenfolge der Proben (v.l.n.r.): ErfindungsgemaiJes Verfahren - 96-1 BR 3000 

ErfindungsgemaiJes Verfahren - 96-2 BR 3000 
Stand der Technik (QIAprep Turbo 96) BR 3000 
ErfindungsgemaiJes Verfahren - 96-1 manuell 
leer 

ErfindungsgemaiJes Verfahren - 96-2 manuell 
Die Randbezeichnungen geben die Position der aufgetragenen Proben im 96 well Block 
entsprechend dem SBS-Standard an. 

Die Gele zeigen fur alle Praparationsmethoden gleichwertige Ergebnisse. Die Ausfaile der 
wells G5 und H5 liegen in der Heterogenitat der aufgearbeiteten Genbank begriindet und 
sind unabhangig von der angewendeten Praparationsmethode. 
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Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung verdeutlichen: 
Vorbemerkungen: 

Die angefCihrten Beispiele wurden nach dem folgenden Protokoll durchgefOhrt. Etwaige 
Abweichung sind gesondert angefuhrt. 

Protokoll zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im MinimafSstab: 
fur 1,5 ml E. coli Kultur 

(1) Bakterienpellet in 150 pi Respensionspuffer resuspendieren 

(2) Zugabe von 150 pi Lysepuffer und vorsichtig mischen. Ca. 3 Minuten lysieren 

(3) Zugabe von 150 pi Neutralisationspuffer und gut durchmischen (nicht vortexen!) 

(4) Zugabe von 300 pi Isopropanol und gut durchmischen (nicht vortexen!) 

(5) Rohlysat Ubereine Silicamembran-Saule geben und 1 min bei 14 000 Upm 
zentrifugieren. 

(6) Waschen durch Zugabe von 750 pi 80 Vol.-proz. wasseriges Ethanol sowie 10 mM 
Tris und 1 min bei 14 000 Upm zentrifugieren 

(7) Zum Entfernen von Pufferresten noch einmal 1 min bei 14 000 Upm zentrifugieren 

(8) Elution mit 200 pi 10 mM Tris-Ldsung (pH 8,5). Auf die Membran pipettieren, 1 min 
stehenlassen und durchzentrifugieren (1 min bei 14 000 Upm) 

Durch das Wegfallen des Lysatklarungsschrittes verkurzt sich die PrSparationszeit urn 
10 min auf die Halfte der Zeit. 

Bei den aufgefuhrten Beispielen wurden Referenz-PrSparationen mit QIAprep als 
representatives Beispiel fur eine handelsubliche Silica-Methode mit einem chaotropen 
Bindepuffer durchgefuhrt Die Referenz ist in den angefuhrten Beispielen durch 
„QIAprep M gekennzeichnet. (Bei der QIAprep-Methode wird aus einem zuvor gekiarten 
Lysat die DNA in Gegenwart chaotoroper Salze, die in hoher Konzentration zugegen 
sind, an eine Silica-Membran gebunden und nach einem Reiningungsschritt von der 
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Membran eluiert. Entsprechende Kits sind von der Fa. QIAGEN GmbH, Hilden, 
Bundesrepublik Deutschland, kommerziell erhaltlich). 



Beispiel 1 : Vergleich von 3 M NH 4 OAc, pH 5,5 gegenuber 3 M LiOAc (Ac = COCH 3 ), 
pH 5,5 als Neutralisationspuffer; EinflulJ des Kations. 

Als Referenz wurde eine parallel eine Plasmid-lsolierung mitQIAprep durchgefQhrt. 



DH5o/pCIVIVB (High-Copy): 
OD 260 [pg]: 





3MLI* 


3 M NH 4 * 


QIAprep 


1 


11,1 


12,4 


18,1 


2 


10,8 


10,5 


16,8 


3 


11.8 


11,2 


17,2 


X 


11,2 


11,4 


17,4 



Verwendete Neutralisationspuffer 
(Schritt 3 im oben angegebenen 
ProtokoH): 

3 M Li* 3 M Li-Acetat, pH 5,5 
3 M NH/ 3 M NH 4 *-Acetat, pH 5,5 



Densitometrische Bestimmung [pg]: 





3 M Li* 


3 M NH/ 


QIAprep 


1 


11,6 


14,0 


14,4 


2 


12,0 


11.7 


15,7 


3 


11.6 


10,2 


15,6 


X 


11,7 


12,0 


15,2 



Die Ergebnisse zeigen, dass bei High-Copy-Plasmiden mit beiden 
Neutralisationspuffern eine gute Obereinstimmung zwischen den beiden 
Quantifizieaingsmethoden erreicht wird. D.h.: es wird weitgehend nur Plasmid-DNA 
isoliert. 



DH5a/pBRCMVB (Low-Copy): 
OD 260 [pg]: 

3 M Li* 3 M NH 4 + QIAprep 

1 5,1 3,6 3,8 

2 11,5 3,4 3,5 

3 17,5 4,0 3,1 
X 11,4 3,7 3,5 
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3M Li* 


3 M NH 4 * 


QIAprep 


1 


0,7 


1.8 


2,7 


2 


0,9 


2,0 


3,0 


3 


0,4 


2,1 


2,7 


X 


0,7 


2.0 


2.8 



lm Unterschied zu den High-Copy-Plasmiden zeigen die Low-Copy-Praparationen 
deutliche Unterschiede zwischen der Neutralisation mit Li- bzw. NhU-Acetat. Eine gute 
Ubereinstimmung beider MeBmethoden wird nur bei Neutralisation mit Ammonium- 
acetat, erreicht. Dieser Sachverhalt liefert einen Beleg dafGr, dass das System damit 
wesentlich robuster wird und daher for den allgemeinen Einsatz besonders geeignet ist. 

Beisptel 2: Vergleich von 3 M NH 4 OAc, pH 5,5 gegenuber anderen Ammoniumsalz- 
lOsungen als Neutralisationspuffer; Einflufi des Anions. 



Ausbeuten [pg] nach OD 2 6o: 



Anion 


Formlat 




HP0 4 2 " 




S04 2 - 


Tartrat 


H 2 P0 4 ' 


Konz. 


1 M 


3 M 


1 M 


3M 


1 M 


3M 


1 M 


1M 


1 


3.3 


4.7 


2,3 


3,3 


2.1 


3,0 


2,8 


2,5 


2 


2,4 


4,0 


2,4 


3.6 


2.5 


2.3 


2,1 


2,3 


X 


2,9 


4,4 


2,4 


3,5 


2,3 


2,7 


2,5 


2,4 



X = Mittelwert 



Ausbeuten [ug] nach Densitometrie: 



Anion 


Formlat 




HPO4 2 ' 




S04 2 - 


Tartrat 


H 2 PCV 


Konz. 


1 M 


3M 


1 M 


3M 


1 M 


3M 


1 M 


1M 


1 


1.3 


4,8 


1.8 


1.0 


1.8 


0 


2,8 


0.6 


2 


0.8 


4,5 


1.3 


1.4 


2.1 


0 


1.7 


0.3 


X 


1,1 


4,7 


1,6 


1,2 


2,0 


0 


2,3 


0,5 



X = Mittelwert 
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Die Referenzausbeuten mit 3 M NH 4 OAc, pH 5,5 wurden als 0% Fehlquantifizierung 
gesetzt und lagen im Mittel 5,2 pg (zwei separat angesetzte Pufferchargen, jeweils als 
Doppelbestirnmung). 

Die oben wiedergegebenen Ergebnisse belegen den Einfluss des Anions sowohl im 
Hinblick auf die Gesamtausbeuten, als auch bei der Reduzierung der photometrischen 
Oberquantifizierung. 

Beispiel 3: Vergleich des erfindungsgemaiien Verfahrens (DirectPrep) fur die 
Isolierung verschiedener Konstrukte aus verschiedenen Stammen von £. co//. 

Hierfur wurden vier typische Laborstamme ausgewahlt und daraus Plasmide 
verschiedener Kopienzahl und unterschiedlicher GrOlien isoliert. 



Erfindungsgemafies Verfahren: 



Plasmid 


GroGe [kb] 


Stamm 


OD M0 


1 


2 


3 


X 


Cosmid 9 


40 


DH5ct 


2.8 


10 


8.3 


7,4 


8,6 


(Low-Copy) 




HB101 


3,2 


8.1 


9,1 


9,2 


8,8 


pBRCMVp 


6,8 


DH5a 


3,4 


7 


4,8 


4.9 


5,6 


(Low-Copy) 




HB101 


3,4 


5.9 


4,1 


5.6 


5,2 






TOP10F' 


2.5 


2,6 


2,7 


2.5 


2,6 






XLIblue 


3,5 


5.5 


5,4 


5.7 


5,5 



pCMVp 7,2 


DH5a 


2,3 


12,1 


10.2 


11,8 


11,4 


(High-Copy) 


HB101 


2,6 


8,2 


9.9 


8,3 


8,8 




TOP10F' 


2,7 


9,5 


11.3 


10,8 


10,5 




XLIblue 


2,1 


10,8 


11.9 


11,8 


11,5 


pTS64 11,5 


DH5a 


2,1 


9,9 


9,3 


9,9 


9,7 


(High-Copy) 


XLIblue 


2.4 


5,1 


14.8 


20,6 


13,5 


pUC21 3,2 


DH5a 


2.8 


4,6 


4.5 


4.7 


4,6 


(High-Copy) 


HB101 


3.2 


4,8 


5.5 


4.1 


4,8 




TOP10F 


2.1 


3,4 


3.8 


3,7 


3,6 




XLIblue 


1.9 


4,1 


4 


4,4 


4,2 
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Verfahren aus dem Stand der Technik (QIAprep): 



Plasmid GrSRe [kb] 


Stamm 


OD„o 


1 


2 


3 


X 


Cosmid 9 40 


DH5a 


2,8 


10,9 


10,8 


9,8 


10,5 


(Low-Copy) 


HB101 


3,2 


11.3 


5,2 


11,5 


9.3 


pBRCMVp 6,8 


DH5a 


3,4 


4,1 


4,2 


4,7 


4.3 


(Low-Copy) 


HB101 


3,4 


6 


9,2 


8,6 


7,9 




TOP10P 


2,5 


3,8 


3,7 


3,8 


3.8 




XLIblue 


3.5 


5,7 


5,7 


4,8 


5,4 


pCMVp 7,2 


DH5a 


2,3 


14,7 


13,6 


14.2 


14,2 


(High-Copy) 


HB101 


2,6 


10,3 


10,6 


9.9 


10,3 




TOP10P 


2,7 


18,9 


18,7 


18.1 


18,6 




XLIblue 

SAL- 1 UlUw 


2 1 


15,9 


14,5 


13,9 


148 


pTS64 11,5 


DH5a 


2,1 


14,1 


13,4 


14,1 


13,9 


(High-Copy) 


XLIblue 


2,4 


24,6 


28,1 


23,5 


25,4 


pUC21 3,2 


DH5a 


2,8 


5,6 


5,6 


5,6 


5,6 


(High-Copy) 


HB101 


3,2 


4,1 


4,8 


4,7 


4,5 




TOP10P 


2,1 


5,1 


5.2 


5 


5,1 




XLIblue 


1.9 


6,4 


5,8 


5,7 


6,0 



Zur Bestimmung einer der Oberquantifizierung wurden alle QIAprep-Werte auf 100% 
gesetzt, d.h. eine vOllige Obereinstimmung zwischen OD260 und densitometrischer 
Bestimmung vorausgesetzt. Damit wurden die folgenden relativen Werte fur die 
Schnellpraparation erhalten: 



Plasmid Grflfte [kb] Stamm OD 60 o Densitometrie 

Cosmid 9 40 DH5a 82 99 

(Low-Copy) HB101 94 93 

pBRCMVp 6,8 DH5a 128 86 

(Low-Copy) HB101 66 120 

TOP10F' 69 82 

XLIblue 102 90 
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pCMVp 7,2 DH5a 80 119 

(High-Copy) HB101 86 93 

TOP10F* 57 77 

XLIblue 78 75 



pTS64 11,5 DH5a 70 100 

(High-Copy) XLIblue 53 64 

pUC21 3,2 DH5a 82 111 

(High-Copy) HB101 106 130 

TOP10P 71 101 

XLIblue 70 94 

Mittelwerte: 80 97 



lm Mittel wurde eine Ausbeute von 80% der Ausbeuten der QIAprep-Praparationen 
nach OD 2 eo und nahezu 100% nach densitometrischer Auswertung erhalten. 
Das Beispiel zeigt, dass das beschriebene neue Verfahren allgemein anwendbar ist 
und nahezu identische Ergebnisse im Vergleich zu bereits im Stand derTechnik 
etablierten Methoden liefert. 



Die Agarose-Gele zeigen auBerdem eine weiteren Vorteil des erfindungsgemaiien 
Verfahrens: die DNA zeigte deutlich geringere Scherung der Plasmide, als bei den 
bisherigen Verfahren und liegt zu nahezu 100% als ..supercoiled" Form vor. 



Beispiel 4: Stabilitat und Qualitat der isolierten Plasmid-DNA 

Es wurde in einer Dreifachbestimmung je ein High- und Low-Copy-Plasmid isoliert und 
20 h bei 37°C in Gegenwart eines DNase-Reaktionspuffers (Die Zusammensetzung 
derartiger Puffer ist aus dem Stand derTechnik - wie z.B. aus molekularbiologischen 
Standardwerken - bekannt) inkubiert 

Dabei konnte keine Unterschied zwischen inkubierter und nicht-inkubierter Plasmid- 
DNA beobachtet werden, was die Abwesenheit von DNasen in der Preparation belegt. 



Patent # WO 03/040364 fhttp://wAw.getthepatentxo 14 of 29 

WO 03/040364 PCT/EP02/1 2384 

13 

Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass mit dem erfindungsgemSfJen Verfahren isolierte 
DNA frei von kontaminierenden DNasen ist und die Lagerungsstabilitat den etablierten 
Silica-Verfahren mit Lysatklarung und chaotroper Bindechemie gleichwertig. (Referenz 
fur eine etablierte PrSparationsmethode: QIAprep, Fa. QIAGEN). Im Unterschied zu 
dem etablierten Verfahren zeigt die nach dem neuen Verfahren isolierte DNA einen 
weit hflheren Anteil an intakter „supercoited" Form. 

Testsequenzierungen ergaben identische Leseweiten fur Plasmid-DNA, die nach dem 
neuen Verfahren und dem QIAprep-Verfahren isoliert wurde. 

Beispiel 5: AbhSngigkeit von der eingesetzten Menge an Isopropanol zur Bindung 



Es wurden je 1 ,5 ml DH5oc/pBRCMVp (Low-Copy) aufgearbeitet und ansteigende 
Mengen Isopropanol zur Bindung der Plasmid-DNA eingesetzt. 



Ausbeuten [ug] 


nach 


OD 26 o: 












Vol % Isoprop. 


28,6 


33,3 


37,5 


41,2 


44,4 


47,4 


50 


1 


2,2 


2,6 


2,8 


2,9 


4.1 


5.5 


14.1 


2 


3,8 


2,2 


2.7 


3.1 


6.0 


9,3 


18,2 


3 


2,5 


2.6 


2.4 


3.5 


5.4 


7.0 


13,7 


Mittelwert 


2,8 


2,5 


2,6 


3,2 


5,2 


7,3 


15,3 


Ausbeuten [pg] 


nach 


Densitometrie: 










Vol % Isoprop. 


28,6 


33,3 


37,5 


41,2 


44,4 


47,4 


50 


1 


1,1 


2.6 


2.8 


2,9 


2.8 


2.1 


4.3 


2 


2.7 


1.8 


3.2 


2.9 


3,9 


3,8 


4,0 


3 


2.4 


2,9 


2.4 


2.6 


3.1 


3.3 


3.6 


Mittelwert 


2,1 


2,4 


2,8 


2,8 


3,3 


3,1 


4,0 
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Beim Vergleich der man die erhaltenen Werte der photometrischen und 
densitometrischen Analyse, ist eine allmahliche Steigerung der Ausbeute bei 
zunehmendem Isopropanolanteil zu beobachten, Gleichzeitig failt auf, dass diese 
Steigerung bei der photometrischen Messung sehr viel starker ausfailt, als bei der 
Densitometrie. Da die densitometrische Bestimmung lediglich die enthaltene Plasmid- 
DNA erfafit, die photometrische Analyse dagegen die Gesamtheit alter Nukleinsauren, 
zeigt die zunehmende Diskrepanz zwischen OD-Bestimmung und Densitometrie bei 
haheren Isopropanolmengen einen hoheren Grad an Verunreinigung. Die im Verfahren 
gewahlten standardmaftig verwendeten 41,2 Vol% liefern einen Beleg fur eine sehr 
gute Gbereinstimmung beider Melimethode bei grttfterer Gesamtausbeute im Vergleich 
zu den Ansatzen mit niedrigeren Alkoholmengen. Das zeigt, dass die so isolierte 
Plasmid-DNA einen geringeren Anteil an anderen kontaminierenden Nukleinsauren 
enthait. 

Beispiel 6: Einfluss des verwendeten Alkohols 

Es wurden je 1,5 ml DH5a/pCMVp (Fa. Clontech) (High-Copy) aufgearbeitet und C r C 4 - 
Alkohole auf ihre Eignung zur Bindung von Plasmid-DNA getestet. Alle Angaben in pg. 



Ausbeute OD^ eo 



Alkoho! 


Isoprop 


EtOH 


MeOH 


1-ButOH 


1-ButOH 


2-ButOH 


2-ButOH 


QIAprep 


Vol % 


37,5 


50 


50 


50 


33,3 


50 


33,3 




1 


10,5 


10,0 


7,7 


2.1 


5,9 


2,4 


5.4 


11.3 


2 


9,2 


11.0 


6,7 


4,5 


3,6 


3,4 


3,8 


11.0 


X 


9,9 


10,5 


7,2 


3,3 


4,8 


2,9 


4,6 


11,1 



Ausbeute Densitometrie 






Alkohol 


Isoprop 


EtOH 


MeOH 


1-ButOH 


Vol % 


37,5 


50 


50 


50 


1 


11.7 


11,4 


3,6 


0,4 


2 


10,0 


11,8 


4,5 


0.7 


X 


10,8 


11.6 


4,0 


0,6 



1-ButOH 


2-ButOH 


2-ButOH 


QIAprep 


33,3 


50 


33,3 




1.0 


0.3 


2,0 


9,0 


0.6 


1,2 


1,6 


9,1 


0.8 


0,8 


1,8 


9,0 
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OD-Qberouantlfizieruna f%1 



Alkohol 


Isoprop 


EtOH 


MeOH 


1-ButOH 


1-ButOH 


2-ButOH 


2-ButOH 


QIAprep 


Vol% 


37,5 


50 


50 


50 


33,3 


50 


33,3 




1 


90 


88 


214 


488 


583 


713 


270 


126 


2 


92 


94 


150 


652 


587 


287 


246 


121 


X 


91 


91 


178 


588 


584 


381 


259 


124 



Isoprop Isopropanol 
EtOH Ethanol 
MeOH Methanol 

1- ButOH Butan-1-ol 

2- ButOH Butan-2-ol 

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass /so-Propanol und Ethanol, sowie auch Methanol zur 
selektiven Bindung von Plasmid-DNA an die Silica-Matrix fur die AusfOhrung des 
erfindungsgemafien Verfahrens geeignet sind. 

Beispiel 7: Verwendung von Polyethylenglykolen zur Einstellung der Bindebedingungen 

Es wurden je 1 ,5 ml DH5ot/pCMVp (Fa. Clontech) (High-Copy) aufgearbeitet und Poly- 
ethylenglykole verschiedener Molekulargewichte auf ihre Eignung zur Bindung von 
Plasmid-DNA getestet. Es wurden, entsprechend dem eingangs beschriebenen Protokoll 
je 300 pi einer 40% (w/v) L6sung eingesetzt (alle Angaben in pg). 



Ausbeute ODgeg 



PEG 


4000 


6000 


8000 


1 


4,6 


3,5 


5.7 


2 


4,6 


5,1 


5,3 


X 


4,6 


4,3 


5,5 



Patent # WO 03/040364 [http //www getthepatent.eom/Login.dog/Spatents4/@770033%2E401USPC/Fetch/WO03040364 cpc?fromCache-1part-maiiFage 17 of 29 



WO 03/040364 PCT7EP02/1 2384 

16 

Ausbeute Densitometer 



PEG 


4000 


6000 


8000 


1 


4,4 


2,3 


2,8 


2 


4.0 


4,1 


5.0 


X 


4,2 


3,2 


3,9 



X = Mittelwert 

PEG = Polyethylenglykol 

4000, 6000, 8000 = mittleres Molekulargewicht der Polyethylenglykole 

Die experimentellen Befunde belegen, dass sich ebenfalls auch Polyethylenglykole 
verschiedener Molekulargewichte eignen sich sehr gut zur Einstellung der 
Bindebedingungen im Rahmen des erfindungsgemaften Verfahrens. Die dabei erreichten 
Ausbeuten, sowie die Gbereinstimmungen von photometrischer und densitometrischer 
Quantifizierung sind vergleichbar zu den z.B. mit /so-Propanol erreichten Ergebnissen. 

Beispiel 8: Anwendung des beschriebenen Verfahrens im Hochdurchsatzbereich 

Es wurden je 1,25 ml DH10B/pUC19-Genbank (high-copy) in einem 96well Block 
angezogen und entsprechend dem unter „Vorbemerkungen u angegebenenen Protokoll 
aufgearbeitet. Zur Bindung der DNA wurde eine 96well Platte mit geeigneter 
Membrankombination verwendet. Das Verfahren wurde manuell, sowie auf einem 
BIOROBOT (Fa. QIAGEN) durchgefuhrt. 

Als Referenz wurde mit dem QIAprep Turbo System (QIAGEN GmbH, Hilden, 
Bundesrepublik Deutschland) eine schon lange auf dem Markt befindliche Methode 
gewShlt. 

Alle Angaben in pg. Ausbeuten sind jeweils uber alle 96 Proben gemittelt. 
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Ausbeute Densitometer 

manuell erfindungsgemalies Verfahren 96 4,3 
Verfahren aus dem Stand der Technik (QIAprep Turbo 96) 6,0 



Ausbeute Densitometer 

BR3000 erfindungsgemalies Verfahren 96 3,0 
Verfahren aus dem Stand der Technik (QIAprep Turbo 96) 2,8 

BR3000 ... BIORobot 3000 (QIAGEN GmbH, Hilden, Bundesrepublik Deutschland) 

Zur Oberpriifung der Qualitat der isolierten DNA wurden jeweils 24 der 96 Proben 
sequenziert und einer Phred20-Analyse unterzogen, die eine Aussage Ober die erhaltenen 
Leseiangen und damit die Qualitat erlaubt. 

Stand der Technik (QIAprep Turbo): 524 Basenpaare 
erfindungsgemafies Verfahren: 505 Basenpaare 

Unter Beriicksichtigung der ublichen Schwankungen bei der Isolierung aus biologischen 
Systemen, zeigt sich das erfindungsgemaiJe Verfahren den aus dem Stand der Technik 
bekannten Verfahren in punkto Ausbeute und Qualitat durchaus ebenburtig. Das 
Wegfallen des Lysatkiaaingsschrittes erlaubt jedoch im Gegensatz zum Stand der 
Technik eine einfache gleichzeitige Aufarbeitung von 96 Klonen pro Platte. Daher ist das 
erfindungsgemaiJe Verfahren fur den Hochdurchsatzbereich - manuell und 
vollautomatisiert - besonders geeignet. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls eine Formulierung bzw. ein Kit zur 
DurchfOhrung eines der anspruchsgemafJen Verfahren, insbesondere ein Kit enthaltend 
das Alkali- - insbesondere Lithium Oder Natrium - oder Ammoniumsalz einer 
aliphatischen Carbonsaure - bevorzugt Ameisen- oder Essigsaure - ggf. in wassriger 
L6sung; einen aliphatischen Alkohol, insbesondere /so-Propanol und/oder 
Polyethylenglykol(e) mit einem Molekulargewicht in einem Bereich von 2.000 bis 10.000; 
ggf. einen Waschpuffer und einen Elutionspuffer. 
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Patentansprtiche 



1. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, dass man 
eine die Nukleinsaure enthaltende biologische Probe auf an sich bekannte Weise 
einer alkalischen Lyse unterwirft und die daraus resultierende Reaktionsmischung 
mit einem Salz einer Carbonsaure neutralisiert und die Nukleinsaure anschliedend 
in Gegenwart eines Alkohols mit einer Silica-Matrix in Kontakt bringt, die and die 
Matrix gebundene Nukleinsaure isoliert und ggf. mit einem Waschpuffer wSscht. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man das Salz einer 
gesattigten aliphatischen Monocarbonsaure einsetzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man das Salz einer 
Ci-C 6 -Alkylcarbonsaure einsetzt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass man das Salz der 
Essigsaure, Propionsaure, n-Buttersaure, n-Valeriansaure, Isovaleriansaure, Ethyl- 
methyl-essigsaure (2-Methylbuttersaure), 2,2-Dimethylpropionsaure (Pivalinsaure), 
und/oder n-Hexansaure einsetzt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man als Salz einer 
Carbonsaure dasjenige einer ungesattigten Alkenyl-carbonsaure einsetzt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass man das Salz der 
Acrylsaure (Propensaure), Methacrylsaure, Crotonsaure, /so-Crotonsaure und/oder 
Vinylessigsaure einsetzt 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man das Salz einer 
Carbonsaure das Salz einer gesattigten aliphatischen CrCe-Dicarbonsaure 
einsetzt. 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass man als Salz einer 
gesattigten aliphatischen C 2 -C 6 -Dicarbonsaure das Salz der Oxalsaure, 
MalonsSure, Bernsteinsaure, Glutarsaure und/oder Adipinsaure einsetzt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man das Salz einer 
Carbonsaure das Salz einer aliphatischen Hydroxi-di- und -tricarbonsaure einsetzt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass man das Salz einer 
Carbonsaure als Salz einer aliphatischen Hydroxi-di-carbonsaure (2R, 3R)-(+)- 
Weinsaure, (2S, 3S)-(-)-Weinsciure und/oder meso-WeinsSure einsetzt. 

11. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass man 
das Salz einer Carbonsaure - vorzugsweise das Formiat oder Acetat - mit einem 
Alkalimetall einsetzt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man Lithiumacetat 
oder Natriumacetat einsetzt. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dass man 
Ammoniumacetat einsetzt. 

14. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass man 
das Carbonsauresalz ggf. zusammen mit anderen Hilfsstoffen in Form einer 
wasserigen Losung einsetzt. 

15. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass die 
finale Konzentration des Carbonsauresalzes im einem Intervall von 0.1 bis 5 M 
liegt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die finale 
Konzentration Carbonsauresalzes im einem Intervall von 0.3 bis 2 M liegt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Carbonsauresalz 
in der wassrigen Lfisung final in 0.3 M Konzentration vorliegt 
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18. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das aus der 
Neutralisierung resultierende Reaktionsgemisch mit in Gegenwart eines 
verzweigten oder unverzweigten Ci-C3-Alkohols mit einer Silica-Matrix in Kontakt 
gebracht wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass der Alkohol Ethanol 
ist. 

20. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass der Alkohol /so- 
Propanol (Propan-2-ol) ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man zum Einstellen 
der Bindebedingungen ein Polyethylenglykol einsetzt. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass das mittlere 
Molekulargewicht der eingesetzten Polyethylenglykole in einem Intervall von 1 .000 
bis1 2.000 liegt. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass das mittlere 
Molekulargewicht der eingesetzten Polyethylenglykole in einem Intervall von 2.000 
bislO.OOO liegt. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass das mittlere 
Molekulargewicht der eingesetzten Polyethylenglykole in einem Intervall von 4.000 
bis 8.000 liegt. 

25. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Elutionspuffer 
Wasser ist. 

26. Verwendung von Carbonsfluresalzen oder Mischungen von Carbonsauresalzen 
ggf. neben weiteren Hilfsstoffen zur Neutralisation von Nukleinsaure enthaltenden 
LOsungen. 
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Densitometrische Bestimmung [pg]: 



t 3M Li 3M NH/Qprep Stds 



to* M M M* tatf taj b > t../ i » J ». 



pCMVP (high-copy): 



pBRCMVp (low- 
copy): 



3M Li 3MNH/Qprep Stds 
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Scbnellprep: 



40kb 
ll,5kb 
7,2 kb 
2,1 kb 
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pBRCMVp (low-copy) pCMVp (high-copy) 

QIAprep 3MNH/ 3 M Li* QIAprep 3 M NhU 3 M Li* 




Patent # WO 03/040364 ^ 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intorni plleatlon No 

PCT/EP 02/12384 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12N15/10 



According to International Patent CjassjlicaUon (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (dassfllcaiton system toDowed by classification symbols) 

IPC 7 C12N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are Included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal , WPI Data, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation ol document, with Indication, where appropriate, ct the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DE 199 03 507 A (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH) 
10 August 2000 (2000-08-10) 
the whole document 

W0 95 01359 A (BAST I AN HELGE ;QIAGEN GMBH 
(DE); C0LPAN MET IN (DE); FEUSER PETRA () 
12 January 1995 (1995-01-12) 
the whole document 



1-26 



1-26 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



ID 



Patent famOy members are listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

'A' document defining the general state of the art which is noi 

considered to be ol particular relevance 
•E* earlier document but published on or after the international 

filing date 

V document which may throw doubts on priority clafcn(s)or 
which is ciled to establish the publication dale of another 
citation or other special reason (as specified) 

•CT document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior lo the international filing dale but 
later than the priority dale claimed 



*T* later document published after the International filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand (he principle or theory underlying Ihe 
invention 

'X' document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document Is taken a 

'Y* document of particular relevance; the claimed Invention 

cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments. 6uch combination being obvious lo a person sidled 
In the art. 

■&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



28 January 2003 



Date ol mailing of the International search report 



10/02/2003 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Ofllce, P.8. 5818 Patent laan 2 
NL - 2280 HV RijswIJK 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Bardlll, W 



torn PCT/ISAf2!0 (second (heal) (July 1862) 



Patent # WO 03/040364 fhttp://www.qetthepatenUom/Login.doq/Sp^ 27 of 29 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Internal ppllcatlon No 

PCT/EP 02/12384 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(e) 



Publication 
date 



OE 19903507 



10-08-2000 



DE 
W0 
EP 
JP 



19903507 Al 
0044759 Al 
1165579 Al 
2002535412 T 



10-08-2000 
03-08-2000 
02-01-2002 
22-10-2002 



W0 9501359 


A 


12-01-1995 DE 


4321904 


Al 


12-01-1995 






AT 


200293 


T 


15-04-2001 






CA 


2142910 


Al 


12-01-1995 






DE 


59409712 


Dl 


10-05-2001 






DK 


658164 


T3 


18-06-2001 






WO 


9501359 


Al 


12-01-1995 






EP 


0658164 


Al 


21-06-1995 






ES 


2155477 


T3 


16-05-2001 






JP 


8501321 


T 


13-02-1996 






PT 


658164 


T 


28-09-2001 






US 


6383393 


Bl 


07-05-2002 



Forni PCT/18A/210 (potent I ami* annex) (Juty 1002) 



Patent # WO 03/040354 [http //www getihepatent com/Login dog/$patents4/@770033%2E401USPC/Fetch/WO03040364 cpc?fromCache=1part=maiiPage 28 of 29 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


InternatI 


t Aktonzfilchen 




PCT/EP 


02/12384 



A. KLASSIFIZ1ERUNG DES ANMELDUNGSQEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/10 



Nach der tntemattonalen Patent klassBikalton (IPK) odernach der nationalen Klassiiikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Recherchlerler Mindestprufstoft (KlassifHatlonssystem und Klasdflkallonssymbole ) 




IPK 7 C12N 




Recherchterie aber nicht zum Mlndestprutstoff gehorende VerOttentlfchungen, soweit die 


se unier ctte recherchierien Geblete fatten 



Wflhrend der Inlernallonaten Recherche konsuttferte etektronlsctie Dalenbank (Name der Dalenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data 



C. ALS WESENTLCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kaiegorio- 


Bezeictinurg der VerOtfenNrcnung. sowed erfordeillch unier Angabe dot m Belractn kommenden Telle 


Bed. Anspruch Nr. 


X 


DE 199 03 507 A (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH) 


1-26 




10. August 2000 (2000-08-10) 






das ganze Dokument 




X 


U0 95 01359 A (BAST I AN HELGE ;QIAGEN GMBH 


1-26 




(DE); C0LPAN METIN (DE); FEUSER PETRA () 






12. Januar 1995 (1995-01-12) 






das ganze Dokument 











□ 



Welt ere VeroflenUichungen slnd der Fortselzuny von Few C zu 
entnehmon 



Siehe Anhang Patenttamflte 



• Besondere Kategorien von angegebenen Verfiftentilchungen 
♦A' Verdflenttlchung. die den alkjemeinen Stand der Technikdetln ten. 
aber nicnt ats besonders bedeutsam anzusehen ist 

•E f aBeres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem Internal tonalen 
AnmekJedatum veroffenlUcht worden Ist 

V Veroftenlrtchung. dtegeelgnei Ist. elnen Prtorttatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen. oder durch dto das Verdftentlichungsdatum einer 
anderen Im Recherchenbericht genartnten VeroflentUchung belegl werden 
soli oder die aus einem anderen boson dor on Grund angegeben ist (wle 
ausgetQhrt) 

*CT veroftenlltehung. die sfch aulelne mQndDche Oflenbarung, 

etne Benutzung, efne Aussteltung oder andere MaBnahmen bezteht 

"P* VerOff entllchurtg, die vor dem Intemaiionalen Anmelde datum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroflentBchl worden ist 



T Spalere Veroftentllchung, die nach dem internal ionalen Anmetdedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentfcht worden ist und mil der 
Anmeldung nfcht kolBdiert, sortdern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zu grundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeUegenden 
Theorte angegeben 1st 

•X* VerdflentBchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann aDein aufgrund dieser VeroftentHchung nteht als neu oderauJ 
erfinderischer Titigkelt beruhend betrachtet werden 

*Y* VerdfTentHchung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
kann nlcht als aul erfinderischer Tatlgkeft beruhend betrachtet 
werden. wenn die VerOffentlichung mil einer oder mehreren anderen 
VeroftentJlchungen dieser Kalegorie In Verblndung gebrachl wird und 
diese Verblndung fur elnen Facnmann naheliegend 1st 

*&* Veroffentllchung, die M tig lied derselben PatenttamlBe ist 



Datum des Abschtusses der iniernationalen Recherche 



28. Januar 2003 



Absendedatum des Intemattonalen Recherchenberichts 



10/02/2003 



Name und Postanschrtfl der internal tonalen Recherche n be horde 
Europaisches Pateniamt, P.B. 561 B Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachligter Bedtensteter 



Bardill, W 



Formbtetl PCT/ISV210 (Btotl 2)(Ju» 1603) 



Patent # WO 03/040364 fhttp //www.getthepatent.com/Login dog/Spatents4/@770033%2E401USPC/FetchA/VOQ3040364.cpc^fro m C ach e=1part==fnaiiPage 2 9 of 29 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


imematk)! ^Wenzeichen 

PCT/EP 02/12384 


lm Recherchenbericht 
angelOhrtes Patentdokumsnt 


Datum der 
Veraffentllchung 


Mitglied(er) der 
Patentfamille 


Datum der 
VerOffentllchung 


DE 19903507 A 


10-08-2000 


DE 19903507 Al 


10-08-2000 



W0 0044759 Al 
EP 1165579 Al 

JP 2002535412 T 



03-08-2000 
02-01-2002 
22-10-2002 



WO 9501359 


A 


12-01-1995 DE 


4321904 


Al 


12-01-1995 






AT 


200293 


T 


15-04-2001 






CA 


2142910 


Al 


12-01-1995 






DE 


59409712 


Dl 


10-05-2001 






DK 


658164 


T3 


18-06-2001 






WO 


9501359 


Al 


12-01-1995 






EP 


0658164 


Al 


21-06-1995 






ES 


2155477 


T3 


16-05-2001 






JP 


8501321 


T 


13-02-1996 






PT 


658164 


T 


28-09-2001 






US 


6383393 


Bl 


07-05-2002 



rormbtett PCT7ISW210 (Anhang Paiontfamiiiojyuli 1902) 



